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RESUMEN

La refrigeracion y criopreservacion de los espermatozoides re-
ducen o interrumpen su actividad metabdlica y alargan su viabi-
lidad, pero la capacitacion espermaitica (CE) inducida en el se-
men de carnero puede reducir la fertildad. Para determinar el
grado de induccién de la CE y el efecto en la motilidad progresi-
va (MP), se evaluaron muestras de semen fresco [baifio maria a
36 °C por 3 (F3) y 6 h (F6)]; refrigerado [S °C por 3 (R3), 6 (R6)
y 24 h (R24)]; y congelado [(CON) en N liquido]. Cinco eyaculados
de cada uno de tres carneros jovenes y tres adultos por raza
(Pelibuey y Blackbelly), se diluyeron en solucion citrato-yema y
se dividieron en tres alicuotas. Se determinaron los porcentajes
de MP y de espermatozoides capacitados con acrosoma intacto
(patrén B) y reaccién acrosomal (patrén RA), estos dos iltimos
por duplicado con el ensayo de la clortetraciclina. El modelo
estadistico para evaluar MP incluyé efectos fijos de tipo-tiempo
de preservacion (PRE), raza, edad, y sus interacciones; y aleatorios
de carnero y su interacciéon con PRE dentro de raza y edad. Para
los patrones B y RA el modelo incluyé ademas los efectos aleatorios
de eyaculado y eyaculado por PRE dentro de carnero, raza y
edad. Las medias para el patron B fueron 23.9, 30.8, 32.8, 42.5,
44.5y 36.6 % (E.E.=2.3; p<0.01) para F3, F6, R3, R6, R24, y
CON. Hubo interaccion de PRE con edad para el patrén RA; fue
mayor (p<0.01) en carneros jovenes que en los adultos sélo en
R24 (27.8+1.6 vs 19.8+1.6%) y CON (33.9%1.6 vs 26.3+1.6%).
La MP se redujo mas (p<0.01) en F6 y CON que en los otros
niveles de PRE. Con la refrigeracion a 5 °C la motilidad del
semen de carnero se mantuvo, pero cuando se conservé hasta 24 h,
al igual que con la criopreservacién, los niveles de CE inducidos
cambian la fertilidad.
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ABSTRACT

Refrigeration and cryopreservation of spermatozoa reduce or
interrupt their metabolic activity and prolong their viability, but
sperm capacitation (CE) induced in ram semen may reduce its
fertility. In order to determine the degree of CE induction and
the effect on progressive motility (MP) fresh semen samples were
assessed [double boiler water bath at 36 °C for 3 (F3) and 6 h
(F6)]; refrigerated [S °C for 3 (R3), 6 (R6), and 24 h (R24)]; and
frozen [(CON) in liquid N]. Five ejaculates of each of three young
rams and three adults per breed (Pelibuey and Blackbelly) were
diluted in citrate-yolk extender and divided proportionally in
three aliquots. Percentages of MP and of capacitated spermatozoa
with intact acrosome (B pattern) and acrosomal reaction (RA
pattern) were determined, the two latter in duplicate with
chlortetracycline assay. The statistical model for evaluating MP
included fix effects of type-time preservation (PRE), breed, age,
and their interactions; and random effects of ram and its
interaction with PRE within breed and age. For B and RA
patterns, the model included also the random effects of ejaculate
and ejaculate by PRE within ram, breed and age. The means for
B pattern were 23.9, 30.8, 32.8, 42.5, 44.5, and 36.6 % (E.E.=2.3;
p=<0.01) for F3, F6, R3, R6, R24, and CON. There was interaction
of PRE with age for RA pattern; it was greater (p<0.01) in
young rams than in adults only in R24 (27.8+1.6 vs 19.8+1.6%)
and CON (33.9%+1.6 vs 26.3+1.6%). MP was more reduced
(p<0.01) in F6 and CON than in the other levels of PRE. With
refrigeration at S °C ram semen motility was maintained, but
when it was kept until 24 h, the same as with cryopreservation,
the induced CE levels change fertility.

Key words: Chlortetracycline, cryopreservation, ram semen.
INTRODUCTION

ammalian spermatozoa undergo some
structural and biochemical changes in their
course through the genital tract of the female,
which empower them to fertilize the oocyte. This
process is sperm capacitation (CE) and is essential for
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INTRODUCCION

os espermatozoides de los mamiferos sufren al-

gunos cambios estructurales y bioquimicos al

recorrer el tubo genital de la hembra, que los
habilitan para fertilizar al 6vulo. Este proceso es la
capacitacion espermética (CE) y es indispensable para
que ocurra la fertilizaciéon. La criopreservacion del
semen, segln la raza en ovinos (Bag ef al., 2002) y
edad del macho en bovinos (Januskauskas et al., 1999),
causa cambios en el espermatozoide, similares a los
que ocurren en la CE (Bailey et al., 2002; Cormier y
Bailey, 2003), por lo que se le denomina
criocapacitacién (Vadnais ef al., 2005). Por tanto, cuan-
do se aplica la fertilizacién in vitro con semen
criopreservado, la etapa de la CE inducida in vitro
puede ser innecesaria (Cormier ef al., 1997).

Algunos cambios celulares que ocurren con la CE
son: aumento en la permeabilidad y decremento en la
relacion colesterol:fosfolipidos en la membrana
(Langlais y Roberts, 1985), aumento del Ca*?
intracelular y alcalinizacion citoplasmética (Handrow
et al., 1989), activacion de los canales de Ca*? y de
Na/K (Arnoult et al., 1996), generaciéon de oxigeno
reactivo (de Lamirande et al., 1998), y fosforilacién
de la tirosina de las proteinas (Flesch et al., 1999). Si
estos cambios son inducidos prematuramente por la
criopreservacion, pueden reducir las tasas de concep-
cion si el semen se usa en la inseminacién artificial
(Bailey y Buhr, 1994). La habilidad del espermatozoi-
de capacitado para adherirse a las células epiteliales
del oviducto es menor que la del espermatozoide no
capacitado, in vitro e in vivo (Medeiros et al., 2002;
Tienthai er al., 2004). Por tanto, menos espermatozoides
funcionales estarian disponibles en el oviducto para
fertilizar al vulo. Cormier et al. (1997) y Pérez et al.
(1997) sugieren que un proceso similar al inducido por
la criopreservacion puede ocurrir en los espermatozoides
cuando el semen diluido se conserva en refrigeracion o
en fresco por 4 h o mas.

Morrier et al. (2002) observaron que la presencia
de espermatozoides con reaccién acrosomal aumentd
en el semen de carnero cuando el tiempo en refrigera-
cion aument6 de 16 a 24 h. No se ha analizado simul-
tdneamente los factores tipo y tiempo de conservacion
del semen en el grado de induccién de la CE en carne-
ros. Por tanto, el objetivo del presente estudio fue cuan-
tificar la proporcién de espermatozoides que sufren
cambios relacionados con la capacitacién inducida a
diferentes tiempos cuando el semen de carnero es di-
luido, refrigerado o criopreservado, asi como el grado
de efecto en la motilidad progresiva.
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fertilization to take place. Semen cryopreservation,
according to breed in sheep (Bag et al., 2002) and to
the age of the male in cattle (Januskauskas et al., 1999)
causes changes in the spermatozoon, similar to those
taking place in CE (Bailey et al., 2002; Cormier and
Bailey, 2003) for which it is called cryocapacitation
(Vadnais et al., 2005). Therefore, when in vitro
fertilization is applied with cryopreserved semen, the
CE phase induced in vitro may be unnecessary (Cormier
et al., 1997).

Some cellular changes occurring with CE are:
increase in permeability and decrease in the cholesterol-
phospholipid ratio in the membrane (Langlais and
Roberts, 1985), increase of intercellular Ca*? and
cytoplasmic alkalinization (Handrow et al., 1989),
activation of the Ca*? channels and of Na/K (Arnoult
et al., 1996), reactive oxygen generation (de Lamirande
et al., 1998), and tyrosine phosphorylation in proteins
(Flesch et al., 1999). If these changes are induced
prematurely by cryopreservation, the conception rates
may be reduced if the semen is used in artificial
insemination (Bailey and Buhr, 1994). The ability of
the capacitated spermatozoon to adhere to the epithelial
cells of the oviduct is lower than that of the non
capacitated spermatozoon, in vitro and in vivo (Medeiros
et al., 2002; Tienthai et al., 2004). Therefore, fewer
functional spermatozoa would be available in the oviduct
to fertilize the oocyte. Cormier et al. (1997) and Pérez
et al. (1997) suggest that a similar process to that
induced by cryopreservation may occur in the
spermatozoa when the diluted semen is kept in
refrigeration or fresh during 4 h or more.

Morrier et al. (2002) observed that the presence of
spermatozoa with acrosomal reaction increased in ram
semen when refrigeration time increased from 16 to 24 h.
The factors type and time of semen conservation in the
degree of CE induction in rams have not been analyzed
simultaneously. Therefore, the objective of the present
study was to quantify the proportion of spermatozoa
which experience changes related to capacitation induced
at different times when the ram semen is diluted,
refrigerated, or cryopreserved, as well as the degree
of the effect on progressive motility.

MATERIALS AND METHODS

Three young rams (about one year old) and three adults of the
Pelibuey and Blackbelly breeds were used, after previously having
passed a fertility test. From each ram five ejaculates were obtained
with artificial vagina (Evans and Maxwell, 1990) in separate sessions
for at least 3 d. From some rams two ejaculates were obtained in one
single session.

Volume, appearance, and color of semen were evaluated at simple
sight, and progressive motility (MP) and percentage of normal and
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MATERIALES Y METODOS

Se usaron tres carneros jovenes (alrededor de un afio de edad),
y tres adultos, Pelibuey y Blackbelly, después de una prueba de
fertilidad. De cada carnero se obtuvieron cinco eyaculados con vagi-
na artificial (Evans y Maxwell, 1990) en sesiones separadas al me-
nos por 3 d. De algunos carneros se obtuvieron dos eyaculados en
una misma sesion.

El volumen, apariencia y color del semen se evaluaron a simple
vista y su motilidad progresiva (MP) y porcentajes de células nor-
males y vivas se determinaron al microscopio (40X) usando la tincion
eosina-nigrosina. No se usaron muestras de semen con menos de
70% de MP, 85% de espermatozoides normales, 70% de
espermatozoides vivos, ni con un volumen menor a 0.5 mL. La
concentracion espermatica se midié con el hemocitémetro (Sorensen,
1982).

En las muestras de semen que cumplieron los requisitos, se
tom¢ una alicuota de 0.25 mL de semen y se diluy6 con 2.25 mL de
la fraccién A del diluyente. De esta parte se conservd 1 mL en bafio
maria a 36 °C y se tomaron alicuotas (0.25 mL) para evaluarlas a 0,
3y 6h. Los otros 1.5 mL de semen diluido se enfriaron a 5 °C en un
periodo de 1 a 1.5 h, y se tomaron alicuotas (0.25 mL) para evaluar-
las a las 3, 6 y 24 h. Las demds muestras se prepararon para conge-
larlas: se agregd 1 mL de la fraccion A del diluyente, se determiné
el nimero de pajillas a envasar y se agrego el resto de la fraccion A
del diluyente para tener una concentracion de 240x10°
espermatozoides por pajilla. Se bajo la temperaturaa 5 °Cenlal.5h,
se agrego la fraccion B del diluyente en cuatro periodos de 15 min
(10, 20, 30 y 40% de la fraccion B) para tener una concentracién
final de 120 10° espermatozoides por pajilla (0.5 mL). El tiempo
de equilibramiento antes del congelado fue 2 a 3 h. Después el
semen se envasd en pajillas y se congeld a —120 °C por 12 min y
luego a -196 °C en liquido. Para la evaluacién las pajillas se des-
congelaron 40 s a 36 °C en bafio maria. La fraccién A del diluyente
incluyé 2.9 g de citrato de sodio, 20% (v/v) de yema de huevo, 0.1 g
de fructosa, 100 000 UI de penicilina sodica, y 100 mg de
estreptomicina por cada 100 mL de agua destilada. Para la fraccion
B se agregé glicerol (14% v/v).

Las muestras de semen fresco, refrigerado y congelado se puri-
ficaron a través de gradientes de Percoll (45/70; Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, Cat: P1644). El Percoll se diluy6 con medio Sperm TL
stock sin albimina (Specialty Media, (908)213-0500, E.U.,
www.specialtymedia.com), adicionado con solucion stock de peni-
cilina-estreptomicina+piruvato de sodio (ICN Biomedicals, Inc.,
Costa Mesa, CA). Luego se templé a 36 °C antes de agregar el
semen. En un tubo cénico de 15 mL se agregaron primero 1.5 mL
de Percoll al 70% y luego 1.5 mL de Percoll al 45%, con una pipeta
seroldgica de 2 mL y un succionador automético. Una vez agregado
el semen, las muestras se centrifugaron (Precision®, Durafuge 200)
30 min a 2000 rpm y se retird el sobrenadante de Percoll con una
pipeta Pasteur hasta quedar solo el sedimento de semen, el cual se
recolectd con una pipeta Eppendorf para medir la cantidad de semen
y transferirlo a un tubo cénico de 15 mL. Se tomaron 10 uL de la
muestra de semen y se agregd 90 uL de agua para evaluar la

live cells were determined under microscope (40-fold) using eosine-
nigrosine staining. Semen samples with less than 70% MP, 85% of
normal spermatozoa, 70% of live spermatozoa, or having a volume
of less than 0.5 mL were not utilized. Sperm concentration was
measured with a hemocytometer (Sorensen, 1982).

In the semen samples fulfilling the conditions, a portion of 0.25 mL
of semen was diluted with 2.25 mL of fraction A of the extender.
One mL of this part was kept in water bath at 36 °C and aliquots
(0.25 mL) of it were taken in order to assess them at 0, 3, and 6 h.
The other 1.5 mL of diluted semen were cooled down to 5 °C in a
period of 1 to 1.5 h, and aliquots (0.25 mL) were assessed at 3, 6,
and 24 h. The rest of the samples were prepared to be frozen: 1 mL
of fraction A of the extender was added, the number of straw to fill
was determined and the rest of fraction A of the extender was added
to obtain a concentration of 240X 10° spermatozoa per straw. The
temperature was reduced to 5 °C in 1 to 1.5 h, extender fraction B
was added in four periods of 15 min (10, 20, 30, and 40% of fraction
B) in order to obtain a final concentration of 120x10° spermatozoa
per straw (0.5 mL). The equilibration time before freezing was 2 to
3 h. Subsequently, the semen was packed in straws and frozen at
-120 °C for 12 min and then at -196 °C in liquid. The straws
were thawed 40 s at 36 °C in water bath for assessment. Thinner
fraction A included 2.9 g of sodium citrate, 20% (v/v) egg yolk,
0.1 g fructose, 100 000 UI sodium penicillin, and 100 mg of
streptomycin for every 100 mL of distilled water. For fraction B,
glycerol (14% v/v) was added.

The fresh, refrigerated, and frozen semen samples were purified
through Percoll gradients (45/70; Sigma-Aldrich, St.Louis, MO, Cat:
P1644). Percoll was diluted with Sperm TL stock medium without
albumin (Specialty Media, (908) 213-0500, E.U., www.
specialtymedia.com), added with stock solution of penicillin-
streptomycin + sodium piruvate (ICN Biomedicals,Inc., Costa Mesa,
CA). Afterwards it was warmed up to 36 °C before adding the
semen. In a conical 15 ml tube, first 1.5 mL Percoll at 70% and then
1.5 mL of Percoll at 45% were layered with a serological pipette of
2 mL and by automatic pippete. Once the semen added, the samples
were centrifuged (Precision®, Durafuge 200) for 30 min at 2000 rpm
and the Percoll supernatant was removed with a Pasteur pipette until
only the semen pellet was left, which was collected using an Eppendorf
pipette in order to measure the amount of semen and to transfer it to
a conical 15 mL tube. Ten uL of semen sample were taken and
90 uL of water were added in order to evaluate the spermatozoa
concentration in a hemocytometer. The rest of the sediment was re-
suspended with IVF-TALP medium (Specialty Media, (908) 213-
0500, E.U.; www.specialtymedia.com) to obtain a concentration of
10X 10° spermatozoa mL~! and slides were prepared to assess CE.

The CE rates were assessed using the method of chlortetracycline
(CTC) modified by Chamberland et al. (2001). An Olympus BX41
microscope was employed with epifluorescence system and V-2A
filter (400-500 nm excitation, and 470 nm emission) with 40X
objective. Two slides of each sample were prepared and 48 h later
100 spermatozoa were counted, which were classified with the
following patterns: F, showed uniform fluorescence in all the head,
which indicated non capacitated spermatozoa with intact acrosome;
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concentraciéon de espermatozoides en un hemocitémetro. El resto
del sedimento se resuspendié con medio IVF-TALP (Specialty Me-
dia, (908)213-0500, E.U., www.specialtymedia.com) para obtener
una concentracion de 10x10° espermatozoides mL~! y se prepara-
ron las laminillas para evaluar la CE.

Las tasas de CE se evaluaron con el método de la clortetraciclina
(CTC) modificado por Chamberland et al. (2001). Se usé un mi-
croscopio Olympus BX41 con sistema de epifluorescencia y filtro
V-2A (400-500 nm de excitacién, y 470 nm de emisién) con objetivo
40X. De cada muestra se prepararon dos laminillas y 48 h después
se contaron 100 espermatozoides, que se clasificaron con los si-
guientes patrones: F, mostraron fluorescencia uniforme en toda la
cabeza, lo que indic6 espermatozoides no capacitados con el acrosoma
intacto; B, con una banda libre de fluorescencia en la region post
acrosomal que indic6 espermatozoides capacitados con el acrosoma
intacto; RA, con la cabeza libre de fluorescencia o con una pequeiia
banda de fluorescencia en la regioén ecuatorial, que indic6 reaccion
acrosomal.

Los porcentajes de MP obtenidos antes de la purificaciéon con
Percoll y los porcentajes de espermatozoides con los patrones B y
RA se analizaron estadisticamente con PROC MIXED (SAS, 2004a).
El modelo para MP incluy6 los efectos fijos de las subclases tipo-
tiempo de preservacion (PRE) [fresco a 3 (F3) y 6 h (F6); refrigera-
do a3 (R3), 6 (R6) y 24 h (R24); y congelado (CON)], raza (Pelibuey
y Blackbelly) y edad del carnero (joven y adulto), asi como las
interacciones dobles y triples entre estos efectos; y los efectos
aleatorios de carnero y la interaccién de carnero por PRE, ambos
dentro de las subclases de raza por edad. En los patrones B y RA el
modelo incluy6 ademads los efectos aleatorios de eyaculado y eyaculado
por PRE, ambos dentro de las subclases de carnero por raza por
edad. Cuando el efecto principal del factor PRE fue estadisticamen-
te significativo, pero no sus interacciones con otros factores, para
MP se hicieron las comparaciones inicialmente planeadas: 1) pro-
medio en semen fresco vs promedio en semen refrigerado a3y 6 h
[(F3 + F6)/2 vs (R3 + R6)/2]; 2); media del semen refrigerado a 24 h
vs media del semen congelado (R24 vs CON), y se ajustaron los
polinomios ortogonales: 3) tendencia lineal y 4) cuadritica en semen
fresco; y 5) tendencia lineal y 6) cuadritica en semen refrigerado.
Para los patrones B y RA no se incluy6 la tendencia cuadratica en
semen fresco, pues no se incluyé el nivel 0 h ya que todas las
observaciones fueron iguales a cero. Cuando hubo interaccion de
PRE con edad del carnero, se analizaron las diferencias entre edades
para las mismas comparaciones planeadas y los polinomios ortogonales
mencionados. Dado que para el semen refrigerado los niveles de
tiempo no estaban igualmente espaciados, los coeficientes de los
polinomios ortogonales se generaron con la funcion ORPOL de PROC
IML (SAS 2004b).

RESULTADOS Y DISCUSION
Para MP hubo efectos (p=<0.01) de subclase tipo-
tiempo de preservacion y raza del carnero, pero no de

edad o interacciéon (p>0.05). En semen fresco, en
promedio para las 3 y 6 h, el MP se redujo 18% mas
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B, with a free band of fluorescence in the post-acrosomal region,
indicating capacitated spermatozoa with intact acrosome; RA, with
head free of fluorescence or with a small band of fluorescence in the
equatorial region, indicating acrosomal reaction.

The MP percentages, obtained before purification with Percoll
and the percentages of spermatozoa with B and RA patterns were
statistically analyzed with PROC MIXED (SAS, 2004a). The model
for MP included the fixed effects of type-time subclasses of
preservation (PRE) [fresh at 3 (F3) and 6 h (F6); refrigerated at 3
(R3), 6 (R6), and 24 h (R24); and frozen (CON), breed (Pelibuey
and Blackbelly), and age of the ram (young and adult) as well as
first and second order interactions among these effects; and the random
effects of ram and the interaction of ram by PRE, both within the
subclasses of breed by age. In B and RA patterns, the model also
included the random effects of ejaculate and ejaculate by PRE, both
within the subclasses of ram by race by age. When the main effect
of the PRE factor was statistically significant, but not its interactions
with other factors, the comparisons initially planned for MP were
made: 1) mean in fresh semen vs mean in refrigerated semen at 3
and 6 h [(F3 + F6)/2 vs (R3 +R6)/2]; 2); means of refrigerated
semen at 24 h vs means of frozen semen (R24 vs CON); and the
orthogonal polynomials were fitted: 3) linear tendency and 4) quadratic
in fresh semen, and 5) linear tendency and 6) quadratic in refrigerated
semen. For B and RA patterns, the quadratic trend in fresh semen
was not included, because level O h was not included since all the
observations were equal to zero. When there was interaction of PRE
by ram age, the differences among ages for the same planned
comparisons and orthogonal polynomials mentioned were analyzed.
Given that for refrigerated semen the time levels were not equally
spaced, the coefficients of the orthogonal polynomials were generated
with the function ORPOL of PROC IML (SAS 2004b).

RESULTS AND DISCUSSION

For MP there were type-time subclass effects
(p=<0.01) of ram preservation and breed, but not of
age or interaction (p > 0.05). In fresh semen, for 3 and
6 h on average, MP was reduced by 18% more
(p=<0.01) than in refrigerated semen; furthermore, MP
remained constant in refrigerated semen (p>0.05) in
the assessed times, but in fresh semen it was
quadratically reduced (p=<0.01), with a major reduction
from 3 to 6 h (19%) than from 0 to 3 h (8%) (Table 1;
Figure 1).

In frozen semen, MP was reduced drastically
(average 53.7+1.9%) (p<0.01) as compared to semen
refrigerated for 24 h (83.3+1.9%; Table 1; Figure 1).
Ram spermatozoa have high metabolic rate and the
diluted ram semen must not be longer than 4 h between
30 and 39 °C (Vivanco, 1998). Besides, when freezing
the semen, only about 50% of the ram spermatozoa
maintain their viability (Bailey and Buhr, 1994), which
agrees with the MP values of the present study. With
refrigeration the semen kept its progressive motility on
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(p=<0.01) que en el refrigerado; ademéas la MP se man-
tuvo en el refrigerado (p>0.05) en los tiempos eva-
luados, pero en el semen fresco se redujo
cuadraticamente (p=<0.01), con una mayor reduccién
de las 3 a las 6 h (19%) que de las 0 a las 3 h (8%;
Cuadro 1; Figura 1).

En el semen congelado MP se redujo drasticamente
(promedio 53.7+1.9%) (p<0.01) comparado con el
semen refrigerado 24 h (83.3%1.9%; Cuadro 1; Figu-
ra 1). Los espermatozoides de carnero tienen una alta
tasa metabdlica y el semen diluido de carnero no debe
estar mas de 4 h entre 30 a 39 °C (Vivanco, 1998).
Ademads, al congelar el semen s6lo alrededor de 50%
de los espermatozoides de carnero mantienen su viabi-
lidad (Bailey y Buhr, 1994), lo cual coincide con los
valores de MP del presente estudio. Con la refrigera-
cion el semen mantuvo su motilidad progresiva en ni-
veles similares al semen fresco a las 0 h, porque al
bajar la temperatura se reduce la actividad metabdlica
y de motilidad, lo que aumenta la vida media del es-
permatozoide. La motilidad se reestablece nuevamente

Cuadro 1. Significancia para las comparaciones planeadas y los
polinomios ortogonales evaluados para tipo-tiempo de
preservacion'.

Table 1. Significance for planned comparisons and orthogonal

polynomials assessed for type-time preservationf.

Variables?

Compara%i(’)n/polinomio
ortogonal® B . ®
MP  Patrén B Patrén RA

1) (F3 + F6)/2 vs (R3 + R6)/2 <0.001 <0.001 0.430
2) R24 vs CON <0.001 0.001 0.894
Semen fresco

3) Tendencia lineal <0.001 0.005 0.567

4) Tendencia cuadratica 0.015 — —
Semen refrigerado

5) Tendencia lineal 0.489 0.0003 0.002
6) Tendencia cuadritica 0.718 0.001 0.302

T Subclase tipo-tiempo de preservacion del semen: diluido en fresco
a 36 °C por 0 (F0), 3 (F3) y 6 h (F6); refrigerado a 5 °C por 3 (R3),
6 (R6) y 24 h (R24); congelado (CON) 0 Type-time subclass semen
preservation: diluted in fresh at 36 °C for 0 (FO), 3 (F3) and 6 h
(F6), refrigerated at 5°C for 3 (R3), 6 (R6), and 24 h (R24), frozen
%CON).

MP =porcentaje de motilidad progresiva; Patrén B y RA =porcentaje
de espermatozoides con el Patréon B y RA, del ensayo de CTC O
MP= percentage of progressive motility; B and RA
pattern=percentage of spermatozoa with B and RA pattern, of CTC
assay.

§ Los coeficientes de los polinomios ortogonales se generaron con la
funcion ORPOL de PROC IML (SAS, 2004b) o Coefficients of
orthogonal polynomials were generated with the ORPOL function of
PROC IML (SAS, 2004b).

® Estos niveles de significancia corresponden a las diferencias entre
edades (joven vs adulto) para las comparaciones y los polinomios
ortogonales indicados O These significance levels correspond to the
differences among ages (young vs adults) for the comparisons and
indicated orthogonal polynomials.

similar levels as the fresh semen at O h, because as
temperature goes down, metabolic activity and motility
diminish, which increases mean lifetime of the
spermatozoa. Motility is re-established when the
temperature rises (30 to 39°C), if there were no
structural damages caused by thermal shock (Vivanco,
1998). Paulenz et al. (2002) did not observe differences
in MP at monitoring semen diluted at 5 °C for 0, 6,
24, and 30 h; however, Maxwell and Salamon (1993)
indicate that the fertility of the refrigerated ram semen
declines quickly after 24 h. Pelibuey rams had higher
MP mean (p<0.01; 79.4+1%) than Blackbelly rams
(74+1%). Bag et al. (2002) report effects of breed in
the MP of ram semen, and Lunstra and Echternkamp
(1982) in young bulls.

For the percentage of capacitated spermatozoa with
intact acrosome (Pattern B of CTC assay), only the
type-time subclass of preservation showed significant
effect (p=<0.01). On average, the semen refrigerated at
5 °C had higher (p<0.01) percentage of pattern B
than the fresh semen at 36°C for 3 and 6 h, and the
one refrigerated for 24 h than the frozen semen (Table
1). Likewise, through the time, with the semen
refrigeration the B pattern percentage (32.8, 42.5, and
44.5%, S.E.=2.2, for R3, R6, and R24) increased
(p=0.01) quadratically (Table 1, Figure 2). Morrier et
al. (2002) reported similar results (34=2 and 40+4%)
for pattern B in ram semen refrigerated 3 h at 5°C,
and in frozen semen. According to Bailey et al. (2002),
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Figura 1. Medias de los porcentajes de motilidad progresiva en
semen con diferentes niveles de subclase tipo-tiempo
de preservacién [diluido en fresco a 36 °C por 0 (F0),
3 (F3) y 6 h (F6); refrigerado a 5 °C por 3 (R3), 6 (R6)
y 24 h (R24); congelado (CON)].

Figure 1. Means of progressive motility percentages in semen
with different levels of type-time preservation subclasses
(diluted in fresh at 36 °C for 0 (F0), 3 (F3), and 6 h
(F6); refrigerated at 5°C for 3 (R3),6 (R6),and 24 h
(R24), frozen (CON).
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al subir la temperatura (30 a 39 °C), si no hubo dafios
estructurales causados por un shock térmico (Vivanco,
1998). Paulenz et al. (2002) no observaron diferencias
en MP al monitorear semen diluido a 5 °C por 0, 6, 24 y
30 h; sin embargo, Maxwell y Salamon (1993) indican
que la fertilidad del semen refrigerado de carnero de-
clina rapidamente después de las 24 h. Los carneros
Pelibuey tuvieron un promedio mayor de MP (p=<0.01;
79.4=1%) que los Blackbelly (74=1%). Bag et al.
(2002) reportan efectos de raza en la MP del semen de
carnero, y Lunstra y Echternkamp (1982) en toretes.

Para el porcentaje de espermatozoides capacitados
con acrosoma intacto (Patron B del ensayo de CTC),
s6lo la subclase tipo-tiempo de preservacién mostré un
efecto significativo (p<0.01). En promedio, el semen
refrigerado a 5 °C tuvo mayor (p<0.01) porcentaje de
patrén B que el semen en fresco a 36 °C por 3y 6 h,
y el refrigerado por 24 h que el semen congelado (Cua-
dro 1). Asimismo, a través del tiempo, con la refrige-
racion del semen aument$ (p<0.01) cuadriticamente
(Cuadro 1y Figura 2) el porcentaje de Patrén B (32.8,
42.5y44.5%, E.E.=2.2, para R3, R6 y R24). Morrier
et al. (2002) reportaron resultados similares (34+2 y
40+4% para el patrén B en semen de carnero refrige-
rado3h a5 °Cy en semen congelado. Segin Bailey e?
al. (2002), estos resultados se deben a los cambios en
la membrana celular causados por las temperaturas de
refrigeracion y de congelaciéon usadas para la
criopreservacion, lo cual aumenta los niveles
intracelulares de Ca*? (Bailey y Buhr, 1994), como
ocurre en la CE (Cormier y Bailey, 2003). También
en el semen mantenido 3 h a 36 °C hubo un proceso
de CE inducida en 23.9+2.2% para el patrén B, y ésta
aument6 (p<0.01) a 30.8+2.2% alas 6 h. Pérez et al.
(1997) mencionan que la CE se puede presentar tam-
bién en el semen de carnero almacenado sin diluir;
ellos encontraron 30 a 35% de espermatozoides con
patrén B después de 4 h de almacenamiento a 20 °C,
resultados similares a los del presente estudio. Cormier
et al. (1997) observaron 19% de patréon B en semen
fresco de bovino a las 4 h a 23 °C.

En espermatozoides capacitados con reaccion
acrosomal (patréon RA del ensayo de CTC), hubo un
efecto de la interaccion (p=<0.01) de tipo-tiempo de
preservacion por edad, pero no de la raza del carnero
(p=<0.05). Al transcurrir el tiempo de preservacion y
el tipo de preservacion pasé de la dilucion en fresco a
la refrigeracion y luego al congelado, los
espermatozoides con el patrén RA aumentaron de 6 a
mas de 26% (Figura 3), y este incremento fue mayor
para los carneros jovenes que para los adultos en se-
men refrigerado por 24 h y semen congelado (27.7x1.5
vs 19.8+1.5% y 33.8%1.6 vs 26.3+1.5%). El efecto
de la interaccidn se debid al marcado incremento lineal
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these results are due to the changes in the cell membrane
caused by the temperatures of refrigeration and freezing
used for cryopreservation, which increases intracellular
Ca*? levels (Bailey and Buhr, 1994), as occurs in CE
(Cormier and Bailey, 2003). As well in the semen kept
for 3 h at 36°C, there was a process of CE induced in
23.9%+2.2% for pattern B, and this increased (p<0.01)
t0 30.8+2.2% at 6 h. Pérez et al. (1997) mention that
CE may also appear in stored undiluted ram semen.
They found 30 to 35% of spermatozoa with B pattern
after 4 h of storage at 20 °C, results similar to those of
the present study. Cormier et al. (1997) observed 19%
of pattern B in fresh bovine semen at 4 h at 23 °C.

In capacitated spermatozoa with acrosomal reaction
(RA pattern of CTC assay), there was an effect of
interaction (p<0.01) of preservation type-time by age,
but not of ram breed (p<0.05). As preservation time
passed by and the type of preservation went from
dilution in fresh to refrigeration and afterwards to
freezing, the spermatozoa with RA pattern increased
from 6 to more than 26 % (Figure 3), and this increase
was higher for young rams than for adults in semen
refrigerated for 24 h and frozen semen (27.7x1.5 vs
19.8+1.5% and 33.8+1.6 vs 26.3%£1.5%). The effect
of interaction was due to the marked linear increment
(p=<0.01) with conservation time in refrigerated semen
of young rams, compared to that of adults (Table 1,
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Figura 2. Medias de los cuadrados minimos para porcentajes de
espermatozoides capacitados, con acrosoma intacto
(Patrén B del ensayo de CTC) en semen con diferentes
niveles de subclase tipo-tiempo de preservacién [dilui-
do en fresco a 36 °C por 3 (F3) y 6 h (F6); refrigerado
a5 °C por 3 (R3), 6 (R6) y 24 h (R24); congelado
(CON)].

Figure 2. Least squares means for percentage of capacitated
spermatozoa with intact acrosome (B Pattern of CTC
assay) in semen with different levels of the type-time
preservation subclass [diluted freshly at 36 °C for 3
(F3) and 6 h (F6), refrigerated at 5 °C for 3 (R3),
6(R6), and 24 h (R24); frozen (CON)].
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Figura 3. Medias de los cuadrados minimos para porcentajes de
espermatozoides con reaccién acrosomal (patréon RA
del ensayo de CTC) en semen de carneros adultos y
jovenes con diferentes niveles de subclase tipo-tiempo
de preservacién [diluido en fresco a 36 °C por 3 (F3) y
6 h (F6); refrigerado a 5 °C por 3 (R3), 6 (R6) y24 h
(R24); congelado (CON)].

Figure 3. Least squares means for percentages of spermatozoa
with acrosomal reaction (RA pattern of CTC assay) in
adult and young ram semen with different levels of the
type-time preservation subclass [diluted freshly at 36
°C for 3 (F3) and 6 h (F6); refrigerated at 5°C for 3
(R3), 6(R6), and 24 h (R24); frozen (CON)].

(p=<0.01) con el tiempo de conservacion en el semen
refrigerado de carneros jovenes, comparado con el de
los adultos (Cuadro 1; Figura 3). Este efecto de la
edad en el patrén RA fue reportado en toros por Lunstra
y Echternkamp (1982) y por Januskauskas et al. (1999).
Segtin Dott er al. (1979) y Corteel (1980), el efecto de
la edad en la viabilidad y motilidad de los
espermatozoides se debe al grado de madurez de las
glandulas sexuales accesorias en el macho. La concen-
tracién de proteinas en el plasma seminal aumento sig-
nificativamente de los 7 a los 13 meses de edad, mejo-
rando la viabilidad y motilidad de los espermatozoides
(Lunstra y Echternkamp, 1982). Pérez et al. (1997)
observaron 7% de espermatozoides con reacci6n
acrosomal después de almacenar el semen de carnero
4ha?20 °C, y Morrier et al. (2002) reportaron 14, 10,
15 y 25% de patréon RA en semen refrigerado (5 °C)
por 3, 8, 16 y 24 h. Un semen apto para inseminacion
artificial debe tener al menos 45 a 50% de
espermatozoides intactos (la diferencia con respecto a
la suma de espermatozoides con los patrones B y RA)
(Ax et al., 2005), lo cual no ocurre con los promedios
observados en el presente estudio para el semen refri-
gerado 24 h (R24) y el congelado (CON). Esto indica
que el semen de muchos de los sementales con estos
esquemas de preservacion no es apto para la insemina-
cién artificial.

Figure 3). This effect of age in the RA pattern was
reported for bulls by Lunstra and Echternkamp (1982)
and by Januskauskas et al. (1999). According to Dott
et al.(1979) and Corteel (1980), the effect of age on
viability and motility of spermatozoa is due to the degree
of maturity of the accesory sexual glands in the male.
The protein concentration in seminal plasma significantly
increased from 7 to 13 months of age, improving
spermatozoa viability and motility (Lunstra and
Echternkamp, 1982). Pérez et al. (1997) observed 7%
of spermatozoa with acrosomal reaction after storing
ram semen for 4 h at 20 °C, and Morrier et al. ((2002)
reported 14, 10, 15, and 25% of RA pattern in
refrigerated semen (5°C) during 3, 8, 16, and 24 h.
Suitable semen for artificial insemination must have at
least 45 to 50% of intact spermatozoa (the difference
with respect to the sum of spermatozoa with B and RA
patterns) (Ax et al., 2005), which does not occur with
the means observed in the present study for refrigerated
semen during 24 h (R24) and frozen semen (CON).
This indicates that the semen of many sires with these
preservation schemes is not suitable for artificial
insemination.

CONCLUSIONS

Storage time reduces motility percentage in fresh
ram semen, but it does not in refrigerated semen up to
24 h, whereas in frozen semen sperm motility is reduced
by approximately 50%. Low temperatures applied for
semen cryopreservation, storage at 36 °C, and
refrigeration of diluted ram semen generate spermatozoa
with premature capacitation. Diluted semen keeps well
in fresh the first 3 h. With refrigeration at 5 °C for 24 h,
the same as with cryopreservation, sperm capacitation
levels are induced, that change fertility in programs of
artificial insemination programs; this is more critical
in young rams than in adults rams. Fresh semen must
be used during the first 3 or 4 h, otherwise, it must be
refrigerated; if artificial insemination will be made at
24 h or afterwards, semen must be frozen.

End of the English version—
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CONCLUSIONES

El tiempo de almacenamiento reduce el porcentaje
de motilidad en el semen fresco de carnero, pero no en
el semen refrigerado hasta por 24 h, mientras que en el
semen congelado la motilidad espermética se reduce
aproximadamente 50% . Las bajas temperaturas aplicadas
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para la criopreservacion del semen, el almacenamiento
a 36 °Cy la refrigeracion del semen diluido de carne-
ro dan origen a espermatozoides con capacitacion pre-
matura. El semen diluido se conserva bien en fresco
las primeras 3 h. Con la refrigeraciéon a 5 °C por 24 h,
al igual que con la criopreservacion, se inducen nive-
les de capacitacion espermadtica que cambian la fertili-
dad en programas de inseminacidn artificial; esto es
m4s critico en carneros jovenes que en adultos. El
semen fresco debe usarse las primeras 3 6 4 h, de lo
contrario se debe refrigerar; si la inseminacion artifi-
cial se hard a las 24 h o después, se debe congelar.
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